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TECNICAS INMUNOQUIMICAS PARA ANALISIS
DE RESIDUOS DE PESTICIDAS

Resumen

En las ultimas décadas se han implementado
técnicas de analisis basadas en inmunoensayos,
con excelentes limites de deteccion para
diferentes grupos de pesticidas. Estas técnicas
permiten la cuantificacion de analitos incluso a
niveles de trazas sin la necesidad de laboriosos
procedimientos de purificacion y/o concentracion
de la muestra; la elevada especificidad de los
anticuerpos para unirse a los antigenos determina
que los anticuerpos se conviertan en reactivos
muy utiles para la deteccion, purificacion y
cuantificacidon de una gran cantidad de analitos.
Las moléculas pequefias como los pesticidas,
usualmente no son inmunogénicas, es decir, no
provocaran una respuesta inmune, a menos que
se encuentren acopladas a macromoléculas como
las proteinas; es frecuente ademas que el analito
no presente grupos funcionales que posibiliten
el acoplamiento o conjugacién con la proteina
acarreadora; por esta razon se hace necesario
sintetizar el hapteno (moléculas miméticas
del analito). Los inmunoensayos son rapidos,
simples y econdmicos, lo que los convierte en
una herramienta altamente conveniente para
el estudio de gran cantidad de muestras en un
periodo corto de tiempo. En este articulo se
presenta una revision del estado actual del arte
en este tipo de técnicas de analisis.
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Abstract

IMMUNOCHEMICAL TECHNIQUES
FOR THE ANALYSIS OF PESTICIDE
RESIDUES

Along the past few years, analysis of several
groups of pesticides by means of techniques
based on immunochemical tests have been
developed with good to excellent results and
very low detection limits. These techniques
allow quantitive measurements even of traces of
the analytes, with the advantage that complicated
procedures for purification or concentration
of the sample are not required. The high level
of specificity of the antibodies for the antigen
recognition is the key which makes antibodies
to become wonderful tools for detection,
purification and cuantitation of a number of
analytes. Small molecules, such as common
pesticides, usually are not immunogenic agents
so they do not generate immunoreaction by
themselves, unless those small molecules be
coupled to macromolecules such as proteins,
and this is possible if the analyte bears
functional groups useful for the conjugation to
the protein. When such groups are not present,
it is required to develop molecules which mimic
the structure of the analyte and they are known
as haptens. Immunotests are fast, simple and
cheap procedures and these advantages make
them highly convenient tools for the study of a
number of samples in short periods of time. This
paper contains a summary review of the state
of art of this kind of techniques for analysis of
pesticides.
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INTRODUCCION

La elevada especificidad de los anticuerpos para unirse a los antigenos
determina que los anticuerpos se conviertan en reactivos muy utiles para
la deteccion, purificacion y cuantificacion de una gran cantidad de analitos
(sustancias). La deteccion y en lamayoria de las ocasiones la purificacion de
cada antigeno requiere la produccion de un anticuerpo especifico. Debido
a que pueden producirse anticuerpos frente a practicamente cualquier tipo
de macromolécula o sustancia quimica pequefia, pueden usarse técnicas
basadas en el reconocimiento inmunologico antigeno-anticuerpo para
practicamente cualquier tipo de molécula en solucién o a nivel celular.
Las moléculas que estimulan la generacion de respuestas inmunitarias se
llaman inmunogenos.!

Aunque existen moléculas que pueden producir directamente una respuesta
inmunolégica en un huésped adecuado (normalmente de naturaleza
proteica y de peso molecular alto), existen otras, los haptenos, moléculas
organicas de bajo peso molecular que deben previamente conjugarse con
una molécula de naturaleza proteica, para asi provocar en un organismo
seleccionado una respuesta inmunologica.

El desarrollo de un inmunoensayo para el analisis de un pesticida, que
por lo general tienen bajos pesos moleculares, comprende cinco fases bien
diferenciadas que se encuentran ilustradas en el Esquema 1: 1) Disefio del
hapteno, i1) Sintesis del hapteno, ii1) Conjugacion proteica, iv) Inmunizacion
adecuada del huésped, v) Andlisis de los anticuerpos en el suero sanguineo
a lo largo del tiempo.?

Durante la seleccion del analito, se deben considerar factores estructurales
del compuesto en cuestion, al igual que la estabilidad de los diversos
productos de degradacion. Dependiendo de las condiciones del medio como
el pH y la temperatura, los pesticidas dan origen a diversos productos de
degradacion; estos productos a su vez pueden interferir o ser utilizados con
los resultados del inmunoensayo. La respuesta inmunoldgica natural del
huésped es policlonal, es decir, heterogénea, formada por una poblacion
numerosa de anticuerpos de diferente especificidad por el antigeno, y por
tanto de diferente afinidad, en cuanto a que reconocen regiones del mismo

(epitopes).
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Esquema 1. Etapas para el analisis de un pesticida.
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En las técnicas inmunoldgicas pueden emplearse tanto anticuerpos
policlonales como monoclonales. Mientras que los anticuerpos policlonales,
como se comentd, son poblaciones complejas formadas por distintos tipos
de anticuerpos, los anticuerpos monoclonales son moléculas idénticas que
poseen la misma especificidad. La técnica de produccion de cantidades
practicamente ilimitadas de moléculas de anticuerpos idénticas y especificas
para una determinada regidon de un antigeno (anticuerpos monoclonales),
ha revolucionado la inmunologia y ha tenido un extraordinario impacto
sobre la investigacion en diferentes campos que requieren anticuerpos
como reactivos.’

El primer método para la produccion de anticuerpos homogéneos o
monoclonales fue descrito por Kolhler y Milstein en 1975, y se basa en el
hecho de que cada linfocito B, células del sistema inmunitario, produce un
unico tipo de anticuerpo conuna inica especificidad. Asi, aislandouna célula
e inmortalizadndola mediante fusion celular con una célula cancerigena de
mieloma, se pueden obtener ilimitadamente anticuerpos idénticos. Estas
lineas celulares derivadas de la fusidén, se denominan hibridomas, y los
anticuerpos que producen reciben el nombre de monoclonales.

Las moléculas pequefias como los pesticidas, usualmente no son
inmunogénicas, es decir, como se menciond anteriormente, no
provocaran una respuesta inmune, a menos que se encuentren acopladas a
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macromoléculas como las proteinas; es frecuente ademas que el analito no
presente grupos funcionales que posibiliten el acoplamiento o conjugacion
con la proteina; por esta razon se hace necesario sintetizar el hapteno
(moléculas miméticas del analito). La sintesis de los haptenos, que son
luego enlazados covalentemente a las proteinas acarreadoras, es un aspecto
clave en la generacion especifica de anticuerpos, para el reconocimiento y
cuantificacion de moléculas pequefias en un inmunoensayo. *

Elgrupofuncional presenteenlamoléculadelhapteno, determinalaseleccion
del método de conjugacion empleado; algunos de los procedimientos mas
comunes reportan la incorporacion de grupos amino (-NH,), carboxilo (-
COOH), hidroxilo (-OH) y sulfhidrilo (-SH) en la estructura bien sea del
hapteno o de la proteina. Las proteinas mas usadas para ser conjugadas
con el hapteno, son la seroalbumina bovina (BSA), ovalbumina (OVA),
conalbumina (CONA), tiroglobulina (TG) y el fibrindgeno.*67:8210

Es novedoso destacar por ejemplo, la implementacion de un método de
preparacion y caracterizacion de los conjugados hapteno-proteina, para
haptenos hidroxilados no cromoforos,' al igual que el desarrollo de un
método de conjugacion en fase sdlida, utilizando proteinas enlazadas
a una matriz de intercambio i6nico.'> La verificacion de la reaccion de
acoplamiento y la determinacion de la densidad del hapteno en la proteina,
es decir, el nimero de moléculas del hapteno por numero de moléculas de
la proteina portadora, se puede lograr fundamentalmente mediante técnicas
espectrofotométricas, para la evaluacion de la disponibilidad de los grupos
amino antes y después de la conjugacion.

Para realizar una efectiva conjugacion entre el hapteno y la proteina que
presente una inmunorrespuesta, es importante caracterizar los conjugados
hapteno-proteina y determinar la densidad del hapteno en la proteina. Se
ha reportado por ejemplo, que relaciones altas de hapteno, por lo general,
aumentan la fuerza y la especificidad de la inmunorrespuesta; sin embargo,
se presenta un riesgo con el alto grado de sustitucion que podria afectar la
actividad y la especificidad de los anticuerpos.'
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DIFERENTES INMUNOENSAYOS PARA EL ANALISIS DE
PESTICIDAS

En las ultimas décadas se han implementado diversos ensayos
inmunoldgicos para el andlisis de diferentes grupos de pesticidas, entre los
cuales se presentan ensayos con excelentes limites de deteccion tanto con
anticuerpos policlonales (Tabla 1), como con anticuerpos monoclonales
(Tabla 2). Dependiendo del formato del inmunoensayo, que define entre
otros aspectos, la selectividad, aquel puede ser usado como método
cuantitativo, gracias al empleo de marcadores y a la interaccidn especifica
del anticuerpo con el analito. Los diferentes tipos de marcadores incluyen
los radioisotopos y las enzimas; y la sefial analitica a medir se puede
determinar por fluorescencia,'* fosforescencia, quimioluminiscencia y
bioluminiscencia.'” Los métodos usados con mayor frecuencia, emplean
enzimas y sustratos colorimétricos en cuyo caso la sefial analitica es
sencillamente la absorbancia fotocolorimétrica; Miles y colaboradores!® los
desarrollaron por primera vez y posteriormente fueron aplicados en ensayos
inmunoldgicos. Los marcadores enzimaticos mas usados son la Peroxidasa
y la Fosfatasa alcalina, debido a que presentan una serie de caracteristicas
indispensables para que puedan ser conjugadas efectivamente con el
sustrato, como alta actividad, especificidad y estabilidad.

Las técnicas de inmunoensayo enzimatico EIA (del inglés enzyme
immunoassay) se constituyen en métodos analiticos que utilizan una
enzima como marcador para amplificar la sefial obtenida de la reaccion
entre un antigeno y un anticuerpo; en funcion de la necesidad o problema
a resolver, el analito puede ser tanto el antigeno como el anticuerpo,
para lo cual se emplean diferentes formatos. Las técnicas basadas en
inmunoensayos, permiten la cuantificacion de analitos incluso a niveles
de traza sin la necesidad de laboriosos procedimientos de purificaciéon y/
o concentracion de la muestra, debido fundamentalmente a dos factores:
1) el extraordinario poder discriminante caracteristico de los anticuerpos,
basado en la capacidad del sistema inmunologico de producir virtualmente
una variedad casi ilimitada de anticuerpos diferentes, cada uno con
una afinidad especifica por un agente extrafio, y ii) la elevada actividad
catalitica y sensibilidad enzimatica en el caso de los inmunoensayos de
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enzimas ligadas. Estas técnicas se distinguen por su buena sensibilidad,
por el elevado nimero de aplicaciones y por su gran simplicidad.

Tabla 1. Limites de deteccion de diferentes inmunoensayos para el analisis de
pesticidas a partir de anticuerpos policlonales.

SENSIBILIDAD DEL

HAPTENOS IMUNOENSAYO

Herbicidas
alaclor!’ 10 ppb
2,4-D'8 100 ppb
atrazina'® 100 ppb
cianazina® 0,5 ppb
captan®! 1 ppb
dicamba?® 10 ppb
glifosato® 1 ppm
metalaclor, alaclor, acetoclor® 0,06-0,4 ppb
paraquat® 0,1 ppb
picloram? 10 ppb
bensulfuron metilico?’ 0,002 ppb
ciclohexanediona? 0,1 ppb
fluoroxipir, triclopir® 10 ppb
metosulam?® 0,1 ppb
trifluralina® 1 ppb

Insecticidas
adicarb® 0,03 ppb
azadiractin®® 0,5 ppb
carbofuran 0,3 ppb
etofenproxi® 1 ppb
fenitrotion® 0,3 ppb
fenoxicarb?’ 0,5 ppb
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Organofosforados
esfenvalerato®® 3 ppb
cloronicotinil-imidaclopride® 35 ppb
fosalone* 20 ppb
Fungicidas
tiabendazol*! 9 ppb
tiram*? 30 ppb

Tabla 2. Limites de deteccion de diferentes inmunoensayos para el analisis de
pesticidas a partir de anticuerpos monoclonales.

e
Herbicidas

2,4-D*% 0,1 ppb

atrazina* 0,1 ppb

paraquat® I ng

terbutrina 0,13 ppb
Insecticidas

carbaril*’ 0,74 ppb

carbofuran®® 10 ppb

flucitrinato® 1 ppb

Las técnicas de inmunoensayo enzimatico se pueden dividir en dos
grupos: inmunoensayo enzimatico EMIT (del inglés enzyme-mediated
immunoassay technique), y el andlisis de la enzima ligada o ELISA (del
inglés enzyme-linked immunosorbent assay).

Inmunoensayo enzimatico homogéneos: en un EMIT, la reaccion
inmunolégica tiene lugar en un medio liquido; por tanto, son ensayos
homogéneos; la clave de este tipo de metodologia radica en que la
actividad del conjugado enzimatico estd modulada por la formacion del
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complejo antigeno-anticuerpo; como ninguno de los inmunorreactivos
estd inmovilizado en fase solida, en este caso no hace falta separar el
inmunocomplejo —como en el caso de los inmunoensayos heterogéneos—
mediante etapas de lavado.

Inmunoensayo enzimatico heterogéneos: en el andlisis del tipo ELISA,
unade las especies inmunoldgicas (el antigeno o el anticuerpo), se encuentra
inmovilizado en la superficie de una fase sélida (por lo general pocillos
de poliestireno de una placa de microtitulacion). El complejo antigeno-
anticuerpo formado en la fase solida se separa de los reactivos libres en
solucion (y que se encuentran en exceso) antes de proceder a la medicién
del marcador enzimatico mediante la reaccion enzimatica con el sustrato
adicionado para obtener la sefial colorimétrica.”® Se pueden diferenciar dos
tipo de ELISA: competitivo y no competitivo.’!

Inmunoensayo no competitivo o tipo sindwich: se utilizan dos tipos de
anticuerpos, cada uno puede reconocer un antigeno diferente. En el formato
mas comun, un anticuerpo esta inmovilizado en la fase sélida (anticuerpo
de captura) y el otro estd conjugado con una enzima como se ilustra en
el Esquema 2 (A). Después de la etapa de incubacion, el antigeno analito
queda entonces atrapado entre los dos anticuerpos —que deben estar en
exceso—. El primero, para permitir una adsorcion completa del antigeno,
y el segundo, para asegurar la marcacion completa del inmunocomplejo.
En este caso, la concentracion del analito es directamente proporcional
a la cantidad de la enzima medida en la reaccion. Este formato se utiliza
cuando se emplean antigenos polivalentes y de alto peso molecular.

Inmunoensayo competitivo: en este formato, el analito (que puede ser
un antigeno o un anticuerpo) compite con el antigeno o el anticuerpo
respectivamente marcado con la enzima, por los limitados sitios de enlace
del inmunorreactivo de capturainmovilizado en el soporte sdlido (anticuerpo
o0 antigeno respectivamente). Este formato se utiliza, por lo general, cuando
se emplean antigenos de bajo peso molecular o haptenos que poseen un
unico sitio de uniéon —monovalentes—. EI inmunocomplejo queda marcado
con una enzima e inmovilizado en fase sélida. La eliminacion de los
inmunorreactivos libres y presentes en exceso mediante un simple lavado
y adicion del sustrato adecuado para el marcador enzimatico, permiten
medir la actividad enzimatica y evaluar el grado de competicion.
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Esquema 2. Diferentes clases de inmunoensayos.
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Los cuatro formatos de ELISA competitivo son:

e ELISA competitivo con antigeno marcado. Esquema 2 (B). El
analito y el antigeno marcado compiten por el anticuerpo fijado en
la superficie de la fase solida.

e ELISA por desplazamiento. Tiene el mismo formato que el
anterior, pero en este caso, previamente se coloca un exceso del
antigeno marcado que ocupa todos los sitios disponibles. Después
se deja reaccionar con la muestra que contiene el analito y éste
desplaza parte del antigeno marcado. Dicho desplazamiento
depende de la concentracion del analito, ya que la unién analito-
anticuerpo es una reaccion de equilibrio dindmico.

*  ELISA competitivo directo. Esquema 2 (C). En este caso la
enzima marca directamente el anticuerpo primario.
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e ELISA competitivo indirecto. Esquema 3 (D). Tanto el analito
como el antigeno (inmovilizados en la fase solida), compiten por
el sitio de enlace con el anticuerpo. El complejo reacciona con un
segundo anticuerpo marcado.

KITS COMERCIALES PARA ANALISIS DE PESTICIDAS

La gran mayoria de los inmunoensayos comerciales para pesticidas (o kits
de analisis) presentan un formato competitivo como el que se ilustra en
el Esquema 2 (B, C, D). Una de las grandes ventajas de su empleo, es
la rapidez, la sensibilidad y la posibilidad de efectuarse in situ con una
gran cantidad de muestras por dia. Con todo lo anterior y a pesar de estas
ventajas, la acertada aplicacion de estos métodos en monitoreos rapidos,
depende de varios factores que incluyen entre otros, la calidad del analito,
que considera parametros como la repetitibilidad y reproducibilidad, y de
su validacidén en comparacion con aquellos resultados obtenidos mediante
técnicas convencionales. En la Tabla 3 se presentan algunos de los kits de
inmunoensayo para el analisis de pesticidas.*

Tabla 3. Algunos kits de inmunoensayos comerciales para el analisis de pesticidas.

COMPUESTO COMPUESTO

DETECTADO FABRICANTE DETECTADO FABRICANTE
acetanilidas EnviroLogix (P) fluometuron Millipore (P,T)
acetoclor Millipore (P) glifosato EnviroLogix (P)

- Baker (T) . .
triazinas Millipore (P) paraquat EnviroLogix (P)

EnviroLogix (P)
carbaryl Baker (T) paration Millipore (P)

Baker (T)
ciclodienos EnviroLogix (P) paration metilico EnviroLogix (P)
clordano EnviroLogix (P) piretroides sintéticos Milliporte (P)
Baker (T) Screening para . .

24-D EnviroLogix (P) insecticidas EnviroLogix (P)
DDT Millipore (P, T) Insecticidas piretroides EnviroLogix (p)

P= Kit en placa; T= Kit en tubo.
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INMUNOENSAYOS POR GRUPOS DE PESTICIDAS:
ALGUNAS APLICACIONES

Insecticidas

Organoclorados: La aplicacion de esta clase de compuestos ha
sido prohibida en Estados Unidos y otros paises, puesto que diversos
estudios han demostrado su persistencia en el ambiente al igual que la
de sus productos de degradacion. Entre los insecticidas organoclorados
mas usados se destaca el 1,1,1-tricloro-2,2-bis (4-clorofenil) etano, mas
conocido como DDT. Diversos problemas endocrinos y neuroldgicos se
han relacionado con la contaminacién generada por este compuesto y
por su principal metabolito el 1,1-dicloro-2,2-bis (4-clorofenil) etileno
o DDE. Muy pocos inmunoensayos se han reportado en la literatura
para los insecticidas organoclorados, debido a dificultades en las etapas
de sintesis de los haptenos. Se ha reportado el desarrollo de un EIA no
competitivo, basado en la separacion de los complejos analito-anticuerpo
y de los anticuerpos libres, utilizando una columna de inmunoafinidad
cromatografica.’* No obstante de la simplicidad del método, presenté muy
buena sensibilidad (limite de deteccion de 8 ng.L!). Otro inmunoensayo
fue reportado por el grupo de Botchkareva para el DDT con deteccion
por quimioluminiscencia,* aplicado mayoritariamente en muestras de
alimentos.>

Porsuimportanciaanivel local, cabe destacar el insecticida endosulfan. Este
compuesto pertenece también a los organoclorados, dentro del subgrupo de
los ciclodienos. Introducido en la década de 1950, emergié como uno de los
productos quimicos mas importantes usados contra una amplia variedad de
insectos y acaros en la agricultura y sectores relacionados. Técnicamente el
endosulfan (6,7,8,9,10,10-hexacloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-
2,4,3-benzodioxatiepina-3-oxido), es una sustancia cristalina formada por
dos estercoisdmeros, el alfa y el beta endosulfan en relacion 7:3;% es usado
para el control de insectos bien sea por contacto o por ingestion.”’

El primer inmunoensayo reportado para ciclodienos, fue el publicado
por Langone y Van Vunakis.*® Dreher y Podrasky generaron anticuerpos
para el endosulfan diol conjugado a una proteina. El endosulfan diol fue
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conjugado, esterificando un grupo hidroxilo con anhidrido succinico para
producir el brazo espaciador de hemisuccinato, y luego acoplandolo a
la proteina. Este ensayo no resultd lo suficientemente adecuado para el
analisis de muestras de agua, puesto que se detectaba el metabolito no
téxico, endosulfan diol, con una sensibilidad similar a la del endosulfan. E1
limite de deteccion de este ensayo fue reportado en 3 ppb de endosulfan.

El inmunoensayo reportado por Bushway,” fue desarrollado inicialmente
para el clordano, pesticida también del grupo de los ciclodienos, que
mostré tal grado de reaccion cruzada con el endosulfan que se utilizo
para cuantificar este ultimo, con un limite de deteccidon de 1,0 ppb, pero
tanto este ensayo, como el anterior, no discriminan el endosulfan diol. Un
inmunoensayo competitivo para la deteccion del endosulfan fue descrito
por Reck y Frevert® empleando diferentes brazos espaciadores sobre
el endosulfan diol, dando como resultado una inhibicion mas sensible,
sin embargo el tiempo de reaccion es largo e involucra dos etapas de
incubacion.

Stanker®! desarrollé uninmunoensayo empleando anticuerpos monoclonales
partiendo de derivados del clordeno; este ensayo también mostrd falta de
sensibilidad y present6 alrededor de 6 veces mas alta sensibilidad para
el B-endosulfan que para el a-endosulfan. En este ensayo también se
presentaron reacciones cruzadas con otros metabolitos del endosulfan y
fue aplicado para el analisis de residuos de ciclodienos en grasas.

Fue reportado otro inmunoensayo para ciclodienos utilizando anticuerpos
monoclonales producidos a partir de los analogos del aldrin éter,
presentando una sensibilidad bastante baja para el endosulfan; este ensayo
también reconocio mas facilmente el isomero  que el a-endosulfan.

El grupo de Skerritt,"” desarrolld un inmunoensayo para la deteccion
de residuos del endosulfan presentes en agua y suelos. Para generar
los anticuerpos que son sensibles y selectivos para los metabolitos del
endosulfan, fue necesario llevar a cabo la sintesis de tres haptenos. Uno de
los haptenos fue preparado por derivatizacion del endosulfan diol, mientras
que los otros haptenos se derivaron de anillos rigidos de 5 miembros
adyacentes al anillo hexaclorociclopentadieno (ciclodieno); empleando
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diversas combinaciones de hapteno. Los ensayos 6ptimos tienen un limite
de deteccion de 0,2 ppb del endosulfan y en este ensayo se detect6 en el
rango 0,2-10 ppb. Las muestras de agua pueden ser analizadas directamente
sin extraccion con solventes, mientras que en las muestras de suelos pueden
ser extraidas de forma simple con metanol al 90%.

N-Metilcarbamatos y organofosforados: estos insecticidas se
han empleado como alternativa al uso de los organoclorados, debido a
que la persistencia en el ambiente y su potencial de bioacumulacién son
relativamente bajos.®® Los principios activos de esta clase de compuestos
son inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa, que participa en los
procesos de transmision del impulso nervioso. Debido a su aplicacion
actual, su monitoreo se vuelve de gran importancia para garantizar la
vida de los ecosistemas. Diversos EIA se han desarrollado para detectar
y cuantificar los inhibidores de la acetilcolinesterasa, casi todos ellos
basados en anticuerpos monoclonales.®* % 6 Recientemente se han
desarrollado anticuerpos policlonales que posibilitaran la implementacion
de ELISAs altamente selectivos y sensibles para el andlisis de esta clase
de compuestos.®’- ¢

Herbicidas

Los herbicidas hacen parte del grupo de pesticidas que mas se ha empleado
anivel mundial; es por ello que se ha detectado en el ambiente gran cantidad
de residuos de estos compuestos. Los herbicidas del grupo de las triazinas
han sido los més estudiados, seguidos por el grupo de las acetanilidas.
Avances en las técnicas de produccion de los anticuerpos han permitido la
obtencién y purificacion de anticuerpos monoclonales altamente selectivos
para la deteccion de las s-triazinas. Bruun y colaboradores® sintetizaron
y caracterizaron diversos haptenos a partir de los herbicidas atrazina,
hidroxiatrazina, simazina, hidroxisimazina, cianazina y tertbutilazina,
obteniendo los correspondientes anticuerpos; ademas del estudio de
reactividades cruzadas.

Entre los herbicidas pertenecientes al grupo de las acetanilidas, los mas
estudiados son el alaclor y el acetoclor, los cuales ya poseen protocolos
validados; y algunos kits de EIAs para estos compuestos son considerados
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métodos oficiales para screening de muestras de agua.” Estos métodos estan
basados en ELISA competitivo, desarrollado en un formato que emplea
placas de poliestireno y presenta elevadas sensibilidades (con valores IC,
entre 0,75 a 2500 ppb y limites de deteccion entre 0,05 y 1,3 ppb).

Fungicidas

De todas las clases de pesticidas, los fungicidas han sido los menos
estudiados, con relacion al desarrollo de los inmunoensayos. En general,
la sintesis de los haptenos de esta clase de compuestos es compleja, sin
embargo ya se encuentra en el mercado un kit de analisis rapido utilizado
para el monitoreo de residuos del fungicida procimidona en muestras
vegetales.”!

CONCLUSIONES

Los avances mas recientes en el area de los métodos inmunoquimicos
incluye la elaboracion de nuevos formatos de ensayos que involucren
la deteccion mediante técnicas altamente sofisticadas,”” la ejecucion de
proyectos de ensayos multirresiduales o el surgimiento de diversos métodos
desarrollados por cromatografia de inmunoafinidad.” Asi, en la actualidad
la atencion se ha centrado en la implementacion de kits de inmunoensayos
para la deteccion y cuantificacion de residuos de pesticidas, principalmente
los de ultima generacion.

En la mayoria de casos, en menos de una hora se puede obtener respuesta a
los analisis, posibilitando el estudio de gran cantidad de muestras al mismo
tiempo. Para llevar a cabo dicho proceso, es necesario iniciar con el disefio
y la sintesis de haptenos de diversa estructura, como punto clave para la
produccidn de los anticuerpos monoclonales y policlonales.
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